Document AN2 
Appl. No. 09/830,968 



PCT WELTOROAN1SATION FOR OEISTIGES EIOENTUM 

_ _TL ~_ Internationales Bflro ~rnai~ 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFEENTLICHT NACH DEM VERTOAO flTOPR rap 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEMGEB^ " D^ATCN^ENS^ 



(51) Internationale Fatentklassifikatkm 6 ; 
C07K 14/505, A61K 38/18 



Al 



(11) Internationale VerofTentlichiinssnunimer: WO 96/35718 

14, November 1996 (Kl 1.96) 



(43) Internationales 

VerSfTentlichirngsdatum: 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCIVEP96/01988 
10. Mai 1996 (10.05.96) 



EP 



(30) Prioritfitsdaten: 

951071653 11. Mai 1995 (11.05.95) 

(34) Lander Jur die die regionak oder 
internationale Anmeldung eingereicht 
worden ist: DE mvf 

195 22 461.2 21. Juni 1995 (21.06.95) DE 

(71) Anmelder (fur die Bestimmungsstaaten ausser USH 
BOEHRINGER MANNHEIM GMBH [DE/DE]; Sandhofer 
Strasse 116, D-68305 Mannheim (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erflnder/Anmelder (nwrfir US): BURG, Josef [DE/DE]- An 
der Barenmtthle 1, D-82362 Weilheim (DE). SCHNEI- 
DER, Walter [DE/DE]; Geistbtthelstrasse 27, D-82362 Weil- 
heim (DE). WRBA, Alexander [DE/DE]; Auf der Etz 21 
A, D-82377 Penzberg (DE). FORST, Werner [DE/DE]; 
Hochfeldstrasse 44, D-82377 Penzberg (DE). SELUNGER 
Karl-Heinz [DE/DE]; Trifthofstrasse 15, D-82362 Weilheim 
(DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AL, AM, AT, AU, AZ, BB, BG BR 
BY CA, CH, CN, CZ, DE, DK, EE, ES, H, GB, GE,' 
HU, IS, JP , KE, KG, KP, KR, KZ, LK, LR, LS, LT. LU 
LV, MD, MG, MK, MN f MW, MX, NO, NZ, PL. PT 
RO, RU, SD, SE, SG, SI, SK, TJ, TM, TR, TT, UA, UG 
US, UZ, VN, ARIPO Patent (KE, LS, MW, SD, SZ, UG) 
eurasisches Patent (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TT, 
TM), europaisches Patent (AT, BE, CH, DE, DK, ES FL 
ER. GB, GR, IE, IT. LU, MC, NL, PT, SE), O API Patent 
CBF. BJ, CP, CG, O, CM, GA, GN, ML, MR, NE, SN. TO, 
TG). 



Veroffentticht 

Mix internattonalemRecherchenbericht. 
Vor Ablauf der Jur Anderungen der Anspriiche mgelassenen 
Frist Verdffentlichung wird wiederhoU fails Anderungen 
eintreffen. 



(54) Title: PROCESS FOR PRODUCING ERYTHROPOIETIN CONTAINING NO ANIMAL PROTEINS " 

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUR HERSTELLUNG VON ERYTHROPOIETIN FRH VON TLERISCHEN PROTEINEN 
(57) Abstract 

and c) a total absence of mammalian proteins not derived fhZthe host celL The pepa^Totofaed I fUtoSL ^L^Xe^SnnS 
a punfication process involving dye chromatography, hydrophobic chromatography^^ 

hydroxyapatite. hydrophobic chromatography and anion exchange cbromatogra^y. ctaoraatography on 

(57) ZngnnipfnfasijBng 

i«s fa Wreak Mmntn. wM lad. mmlajt, M ^ AmMg^^^KO^SSS^^tLSSl 



LEDIGUCH ZVR INFORMATION 



Codes zur Identifizienmg von PCT-Vcrtragsstaaten auf den Kopfb&gen der 
Anmeldungcn gemflss dem PCT veiOff endichen. 



Schriften, die Internationale 



AM 

AT 

AD 

BB 

BE 

BP 

BG 

BJ 

BR 

BY 

CA 

CF 

CG 

CH 

a 

CM 
CN 
CS 
CZ 
DE 
DK 
EE 
ES 
FI 
FR 
GA 



Aimenien 

Os&snsicb 

Anstntien 

Barbados 

Befeten 

Burkina Faso 

Bulganen 

Benin 

BrasQien 

Belarus 

Kanada 

Zeatrale Ainkanische Repablik 

Kongo 

Schweiz 

C6tc d'lvoirt 

KaiDcnin 

China 

Tscfaechoslowakei 
Tschechiscbe RepubHk 
Deotsdriand 



Estland 

Filmland 

Fimkrcich 

Gtboo 



GB 


Vcttinigtcs Konigrcich 


GB 


Georgien 


GN 


Guinea 


GR 


Griecbenland 


HU 


Ungaxn 


IE 


Irland 


IT 


Itatien 


JP 


Japan 


KE 


Kenya 


KG 


Kirgtehtm 


KP 


Demokntische VoBcsrepublik 


KR 


Repablik Korea 


KZ 


Kasachstan 


U 


Liechtenstein 


LK 


Sri Lanka. 


LR 


Liberia 


LK 


Lhanen 


LU 


Laaembntg 


tv 


Lettland 


MC 


Monaco 


MD 


Repnblik Motdan 


MG 


Madagascar 


ML 


Man' 


MN 


Mangold 


MR 


Manretaruen 


MW 


Malawi 



MX 

NE 

NL 

NO 

NZ 

PL 

FT 

RO 

RU 
SO 
SE 
SG 
51 
SK 
SN 

sz 

TD 
TG 
TJ 
TT 

UA 
UG 
US 

uz 

VN 



Mexflto 
Niederiande 



tfeaeeiand 

Polen 

Portugal 



Rocsbcbe Foderation 
Scbweden 



Slowenien 

Stowakei 

Senegal 

Swasfland 

Tschad 

Togo 

Tadschikfrfim 
Trinidad und Tobago 
Ukraine 
Uganda 

Vercinigte Staateo von Amerika 

Utbekitto 

Vietnam 



WOW/35718 



PCT/EP96/01988 



Verfahren zur Herstdlung von Erythropoietin frei von tieriscben Proteinen 



Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von Erythropoietin, welches frei 
von tienschen Fremdproteinen, mit Ausnahme von Proteinen der Wirtszelle, ist. 

Erythro P oietin(EPO) ist ein humanes Glycoprotein, welches die Bildung von Erythrozyten 
■tj-utat Seine Wirkung und therapeutische Anwendung ist beispielsweise in 
EP-B 0148 605, Huang, S.L., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1984) 2708-2712 
EP-B 0 205 564, EP-B 0 209 539 und EP-B 0 41 1 678 sowie Lai, PH., et al., J. Biol Chem.' 
261 (1986) 3116-3121 und Sasaki, H., et al., J. Biol. Chem. 262 (1987) 12059-12076 aus- 
ftfcruch beschriebea Therapeutisch verwendetes Erythropoietin wird rekombinant hergestellt 
(EP-B 0 148 605 und EP-B 0 209 539). 

Die rekombinante Herstellung von Erythropoietin erfolgt ubUcherweise in CHO-Zellen, unter 
Zusatz von fbtalem Kalberserum und gegebenenfalls Rinderinsulin im Kulturmedium Damit 
enthalt eine so hergestelhe EPO-Praparation auch nach der Reinigung zumindest Spuren von 
Substanzen, die aus diesen Zusatzen stammen. Dies kdnnen beispielsweise bovine Viren und 
vergleichbare Agentien, Restmengen an bovinen Proteinen und/oder boviner DNA sein. 

Es ist bekannt, eine serumfreie Fermentation von rekombinanten CHO-Zellen, welche ein 
EPO-Gen enthalten, mit den Methoden des Standes der Technik durchzufuhren. Derartige 
Verfiihren sind beispielsweise beschrieben in der EP-A 0 513 738, EP-A 0 267 678 und in 
allgemeiner Form von Kawamoto, T., et al., Analytical Biochem. 130 (1983) 445-453, 
EP-A 0 248 656, Kowar, J. und Franek, F., Methods in Enzymology 421 (1986) 277-292 
Bavister, B., Expcology 271 (1981) 45-51, EP-A 0 481 791, EP-A 0 307 247* 
EP-A 0 343 635, WO 88/00967. Es hat sich gezeigt, daO bei serumfreier Kultur von EPO 
produaerenden eukaryontischen Wirtszellen der Anteil von Proteinen der Wirtszelle an der 
Gesamtproteinmenge mehr als doppelt so groB ist wie bei Kultur in serumhaltigen Medien 
Ebenso enthalt eine solche Protein-Praparation NukleinsSuren aus den Wirtszellen in nicht 
vernachlassigbarer Menge. 
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In der EP-A 0 267 678 wird zur Aufreinigung des in serumfreier Kultur hergestellten EPO 
nach Dialyse eine Ionemauscherchromatographie an S-Sepharose, eine praparative Reverse 
Phase-HPLC an einer C 8 -Saule und eine Gelfiltrationschromatographie beschrieben. Dabei 
kann der Gelfiltrationschromatographieschritt durch eine Ionentauscherchromatographie an 
S-Sepharose fast flow ersetzt werden. Ebenso wird vorgeschlagen, vor der Ionenaustauscher- 
chromatographie eine Farbstoffchromatographie an einer Blue Trisacryl-Saule durchzufthren. 

Auf solche Weise gereinigtes EPO hat eine Reinheit von etwa 99 % und enthalt jedoch damit 
immer noch erhebliche Mengen an Protein und DNA aus der Wirtszelle. 

In der EP-A 0 513 738 ist ein Verfahren zur HersteUung von EPO in Saugerzellen beschrie- 
ben, ohne daB naher auf die Aufreinigung eingegangen wird. 

Von Nobuo, I., et al., J. Biochem. 107 (1990) 352-359 ist ein Verfahren zur Reinigung von 
rekombinantem EPO beschrieben. Bei diesem Verfahren wird EPO jedoch vor den Reini- 
gungsschritten mit einer Losung von Tween®20, Phenylmethylsulfonylfluorid, 
Ethylmaleininrid, Pepstatin A, Kupfersulfat und Oxamsaure behandelt. Diese Zusatze, auch 
wenn sie im pharmazeutischen Praparat nur noch in Spuren vorhanden sind, sind aus 
therapeutischer Sicht bedcnklich. 

Fur eine therapeutische Anwendung ist es auBerdem bevorzugt, wenn ein therapeutisch 
wirksames Praparat vollstandig frei von Proteinen und Nukleinsauren aus Saugerzellen und 
wehgehend frei von Proteinen und Nukleinsauren aus der Wirtszelle ist. 

Gegenstand der Erfindung ist ein therapeutisch wirksames Praparat eines Proteins mit 
Erythropoietinaktivitat, erhiltlich nach Kultivierung einer Wirtszelle, welche Erythropoietin 
produziert, gekennzeichnet durch: 

a) einen Gehalt von Proteinen, die aus der Wirtszelle stammen, von hochsten 100 ppm 
(w/w), vorzugsweise 40 ppm oder weniger, und besonders bevorzugt 20 ppm oder 
weniger, 

b) einen Gehalt von DNA aus der Wirtszelle von hochstens 10 pg pro 83ug EPO, vor- 
zugsweise 1 pg pro 83 pg EPO oder weniger, 

und dadurch, daB 

c) das Praparat vollstandig frei von naturlichen Saugerproteinen ist, die nicht aus der 
Wirtszelle stammen. 
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Eine derartige EPO-Praparation, die zudem frei ist von Phenylmethylsulfonylfluorid, Pepstatin 
A und/oder Cu-Ionen, ist bisher nicht bekannt und auch durch die Methoden des Standes der 
Technik, msbesondere in therapeutisch wirksamen Mengen, nicht hersteUbar. Urn eine homo- 
gene EPO-Praparation dieser Spezifikation, vorzugsweise in hoher Ausbeute, zu erhalten und 
2u isoheren, ist die Kombination der Verfahrensschritte gemaB der Erfindung erforderlich. 

Unter einem Protein mit Erythropoietinaktivitiat wird ein Protein verstanden, welches die 
b.olog,sche Funktion von EPO besitzt. Diese biologische Funktion besteht dark, in erythroi- 
den VorlauferzeUen Differenzieamgs- und Teilungsvorgange zu stimulieren und dadurch 
Etythrozyten berekzustellea Vorzugsweise ist dieses Protein in seinen Eigenschaften identisch 
Oder im wesenthchen identisch mit humanem Erythropoietin und besteht aus 166 Aminosau- 
ren, b e. einem Molekulargewicht von ca. 34 - 38 kD, wobei der Anteil der Glycosylreste im 
Molekulargewicht ca. 40 % betragt. Derivate und Fragmente von EPO, wefche eine analoge 
Aktivitfit haben und nach Kultivierung einer EPO produzierenden WirtszeUe hergestellt 
werden, kdnnen ebenfells nach den erfindungsgemaflen Verfahren in reiner Form hergestellt 
werden. Die DNA- und Proteinsequenz von humanem EPO ist beispielsweise in der 
EP-B 0 205 564 und EP-B 0 209 539 beschrieben. 

Unter "voUstandig frei von naturlichen SSugerproteinen" ist zu verstehen, daB im Praparat 
dadurch, daB bei der Kultur der Wirtszelle keine Fremdproteine aus naturlichen QueUen, wie 
Rmderserumalbumin oder fotales Kalberserum, zugesetzt werden, auch keine derartigen 
Fremdproteine in nachweisbarem Urnfimg enthalten sind. Das Praparat ist also vollig frei von 
planmaBtg zugesetzten derartigen Saugerproteinen, die nicht aus der WirtszeUe stammen und 
sonst iibheherweise bei einer serumfreien Kultur dem Kulturmedium zur Aufrechterhaltung 
und Verbesserung des ZeUwachstums sowie zur Optimierung der Ausbeute zugesetzt werden 
Unter naturlichen Saugerproteinen werden Saugerproteine aus naturlichen Quellen, wie aus 
Humanmaterial oder aus tierischem Material, verstanden, nicht jedoch rekombinante Sauger- 
proteine, die beispielsweise in Prokaryonten, wie E.coli, hergesteUt wurden. 

Derartige, bei der Zellkultivierung zugesetzten Saugerproteine sind beispielsweise Rinder- 
serumalbumin, fotales Kalberserum, Transferrin (human oder Rind), Insulin (Schwein oder 
Rind) oder Gelatine. 

Unter einer "WirtszeUe" ist eine tierische oder humane Zelle zu verstehen, deren Genom ein 
aktives EPO-Gen enthalt, wobei dieses EPO-Gen bei Kultur der Zelle in einem serumfreien 
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Medium transkribiert und translatiert wird. Das EPO-Gen kann in diese Wirtszelle als exo- 
genes Gen, vorzugsweise mit Regulationselementen, eingebracht werden (vgl. 
z. B. EP-B 0 148 605, EP-B 0 209 539), als aktives endogenes Gen in der Wirtszelle bereits 
vorhanden sein oder als endogenes nicht-aktives Gen aktiviert worden sein. Eine solche Akti- 
vierung von endogenen Genen kann beispielsweise durch gezielte Einbringung von Regula- 
tionselementen in das Genom, beispielsweise durch homologe Rekombination, erfolgen. Der- 
artige Verfahren sind bekannt und beispielsweise in der WO 91/09955 beschrieben. 

Als Wirtszellen werden ubHcherweise Saugerzellen verwendet. Falls ein exogenes humanes 
EPO-Gen eingebracht wird, k6nnen beispielsweise als Wirtszellen CHO- oder BHK-ZeUen 
verwendet werden. Falls zur Expression ein endogenes EPO-Gen verwendet wird, werden 
zweckm&Big humane Zellen, wie beispielsweise humane Nieren-, Leber- oder Lymphzellen 
verwendet. 

Unter "Proteine, die aus der Wirtszelle stammen" sind Proteine zu verstehen, die bei der Kul- 
tivierung der das aktive EPO-Gen enthaltenden WirtszeUen entstehen und nicht die oben ange- 
fiihrte Spezifikation von EPO besitzen. Die Angabe des Proteinsgehalts erfolgt in ppm, bezo- 
gen auf Gewicht (w/w) . Der Gehalt dieser Proteine kann beispielsweise bestimmt werden 
durch einen ELISA, der auf polyklonalen Antikorpern basiert, die gegen die Proteine der 
Wirtszelle gerichtet sind. Derartige polyklonale Antikdrper werden erhalten, indem Tiere, vor- 
zugsweise Schafe, immunisiert werden mh einem Extrakt der Proteine der Wirtszelle 
(extrazellulare und intrazellulare Proteine). Der Test erfolgt vorzugsweise als Sandwichtest 
mit einem immobilisierten polyklonalen Antikdrper und einem Peroxidase-markierten zwehen 
AntikSrper. Als Standard wird der Gesamtproteinextrakt verwendet. Die untere Nachweis- 
grenze eines solchen Tests liegt bei etwa 15 ng Protein pro ml. Dies entspricht bei einer ubB- 
chen EPO-Konzentration von etwa 3,0 mg/ml einer Menge von 5 ppm Proteine aus der Wirts- 
zelle als unterste nachweisbare Menge. Vorzugsweise enthalt damit das erfindungsgemaBe 
Priparat Proteine aus der Wirtszelle in einem Gehalt von 5 ppm bis 100 ppm. Besonders 
bevorzugt wird eine EPO-Pr&paration verwendet, bei der auf diese Weise keine Proteine aus 
der Wirtszelle mehr nachweisbar sind. 

Unter "DNA aus der Wirtszelle" ist die Gesamtmenge von DNA dieser Wirtszelle 
(genomische, ribosomale, tnitochondriale etc. DNA) zu verstehen. Dieser Gehalt schlieBt auch 
die DNA, welche ftlr EPO codiert und beispielsweise durch Transformation mit einer exo- 
genen DNA erhalten wurde, ein. Er wird zweckmaCig bezogen auf eine GbUcherweise ver- 
wendete therapeutische Dosis von EPO von 83ug. Die Bestimmung des Gehalts an DNA der 
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WirtszeUe erfolgt durch einen Hybridisierungstest mit radioaktiver oder Huoreszenzdedektion 
Als Sonden-DNA wird die Gesamt-DNA aus der Wirtszelle verwendet. Diese Gesamt-DNA 
wird als Standard in diesem Test verwendet. Die untere Nachweisgrenze eines solchen Hybri- 
disierungstests liegt bei etwa 1 pg DNA/83 ug EPO. Vorzugsweise enthalt damit das erfin- 
dungsgemaCe Praparat DNA aus der Wirtszelle in einem Gehalt von 1 - 10 pg oder besonders 
bevorzugt weniger als 5 pg pro 83 ugEPO. Ganz besonders bevorzugt ist in dem Praparat auf 
diese Weise keine DNA mehr nachweisbar (< 1 pg DNA). 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstelhmg eines Proteinprapa- 
rats nut humaner Erythropoietinaktivitat, welches gekennzeichnet ist durch: 

a) einen Gehalt von Proteinen, die aus der Wirtszelle stammen, von hochsten 100 ppm 
(w/w), vorzugsweise 40 ppm oder weniger, und besonders bevorzugt 20 ppm oder 
weniger, 

b) einen Gehalt von DNA aus der Wirtszelle von hdchstens 10 pg pro 83ug EPO vor- 
zugsweise 1 pg pro 83 pg EPO oder weniger, 

und dadurch, daB 

c) das Prfiparat vollstandig frei von naturlichen Saugerproteinen ist, die nicht aus der 
Wirtszelle stammen, 

durch Expression einer fur EPO codierenden DNA in einer eukaryontischen Wirtszelle Kutti- 
vieiung der Wirtszelle in einem Medium, frei von natQrlichen Saugerproteinen, chromatogra- 
plusche Reinigung von EPO aus dem Zelluberstand durch FarbstoffafBnitatsclu-oniatographie 
Chromatographie an Hydroxyapatit, reversed phase Chromatographie und Anionentauscher- 
chromatographie, dadurch gekennzeichnet, daB nach der Farbstofiaffimtatscliron^tographie 
erne hydrophobe Chromatographie an einem butylierten Trager erfolgt. 

Oberraschenderweise hat sich gezeigt, daB mit diesen Verfahren EPO vorzugsweise aus 
serumfreier Kultur in hoher Reinheit mit einer hohen Ausbeute erhalten werden kann So wird 
gegenQber dem Verfahren, welches bei Nobuo, I., et al., J. Biochem. 107 (1990) 352-359 
beschrieben ist, in einem kompetitiven ELISA-Test auf EPO eine urn ca. den Faktor 2 
gesteigerte Ausbeute (25% gegenuber ca. 13% bei Nobuo et al.) erhalten. 

Der zum EPO-Nachweis verwendete kompetitive ELISA-Test wurde mit den Schritten- 
Beschichtung einer Mkrotherplatte mit einem polyklonalen Antikorper, welcher gegen Maus 
Fey genchtet ist; Reaktion mit einem monoklonalen Antikdrper gegen EPO aus Maus- 
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Kompetnion zwischen EPO-Probe und Peroxidase-markiertem EPO; Substratreaktion mit 
ABTS® (2,2'-Acino-di-e(3-)ethylbenzthiazoUnsulfonat(6)] durchgeftthrt. 

Vorzugsweise wird das Proteinpraparat in Chargen von 0,1 - 10 g hergestellt. Es hat sich 
fiberraschenderweise gezeigt, daC eine filr therapeutische Einsatzzwecke ausreichende Reini- 
gung von EPO nach Kultur in einem Medium, welches frei von natOrlichen Saugerproteinen 
ist, nurdann erreicht werden kann, wenn nach der Affinitatschromatographie an einem Farb- 
stoff als zweiter Schritt eine hydrophobe Chromatographie erfolgt. Ein Zusatz von Protease- 
hemmem (z.B. CuS0 4 ) vor der chromatographischen Reinigung wie von Nobuo, I., et al., J. 
Biochem. 107 (1990) 352-359 oder in der WO 86/07494 beschrieben ist Oberraschenderweise 
nicht erforderlich. Vorzugsweise erfolgt die hydrophobe Chromatographie an einem alkyUer- 
ten (C 4 -C lg ) oder aryuerten (vorzugsweise phenylierten oder benzylierten) Trager. Besonders 
bevorzugt wird ein butylierter Trager verwendet. In diesem Fall sind Ausbeute des Reini- 
gungsverfahrens und Reinheit des Protons besonders hoch. 

Die Expression einer fur EPO-codierenden DNA in einer eukaryontischen Wirtszefle kann bei- 
spielsweise durch Transfektion einer geeigneten Wirtszelle, vorzugsweise CHO-ZeUen, mit 
einer exogenen DNA, welche fur EPO codiert, durchgefuhrt werden. Ebenso moglich ist es, 
eine in der Zelle (beispielsweise humane Nierenzellen) inaktives, endogenes EPO-Gen zu 
aktivieren, beispielsweise durch ein Verfahren der homologen Rekombination (WO 91/09955 
und WO 93/09222). Die Kukivierung der ein aktives EPO-Gen enthaltenden Wirtszellen 
erfolgt in einer dem Fachmann bekannten Weise in einer Kultur, welcher keine Saugerproteine 
aus naturiichen Quellen zugesetzt werden. Bei dieser Kultur werden jedoch Qblicherweise 
rekombinant hergestelhe (vorzugsweise in Prokaryonten , wie E.coli) ItisuUne, Albumine und 
Transferrine zugesetzt. 

Ein serumfreies Medium, welches im Rahmen der Erfindung geeignet ist, enthalt beispielswei- 
se als Medium DMEM/F12 (z.B. GRH Biosciences^iazleton Biologies, Denver, US, 
BestNr. 57-736), sowie zusatzUch Natriumhydrogencarbonat, L+Glutamin, D+Ghicose, 
rekombinantes Insulin, Natriumselenit, Diaminobutan, Hydrocortison, Eisen(n)Sulfat, 
Aspargin, Asparginsaure, Serin und einen StobiUsator fur Saugerzellen, wie z.B. Pofyvinyl- 
alkohol, Methylcellulose, Polydextran, Polyethylengbycol, Pluronic F68, Plasmaexpander 
PolygeUn (HEMACCEL) oder PolyvinylpyroUthion. 

Ein wesentlicher VorteU des erfindungsgemafien Verfahrens zur Reinigung von EPO ist, daB 
es mit diesem Verfahren gelingt, EPO, welches nach serumfreier Kulturfuhrung einen der 
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obengenannten Stabilisatoren enthalt, in hoher Ausbeute zu reinigen und den oder die 
Stabihsatoren soweit abzureichern, daB sie nicht mehr nachweisbar sind. 

Zur Hersteflung von EPO wird die das EPO-Gen enthaltende Wirtszelle durch Passagiemng in 
kleinvolunugen Kulturen an das Medium, das keine Saugerproteine aus naturUchen Quellen 
«btt , adapfert. Die adaptierten Zellen werden ggf. kryokonserviert, nach Bedarf der 
^eilbank entnommen und in serumfreies Medium expandiert. 

Zur Aufreinigung wird vorzugsweise der zeflfreie Kulturuberstand der Wirtszelle gewonnen 
und nach Filtration dem erfindungsgemaBen Reinigungsverfahren unterworfen. 

Vor Durchfuhrung des Reinigungsverfehrens kann, fells erforderlich, noch eine Filtration zur 
Abtrennung von Trubungen und/oder eine Konzentrierung durchgefuhrt werden. 

Mt derFarbstoffchromatographie werden im ersten Schritt im wesentlichen Kontaminationen 
durch Proteasen besetogt. Vorzugsweise wird als Farbstoff ein blauer Triazinfarbstoff; wie 

v ITf 64 - EbeaS ° ** Tria2i ^arbstoff, Das Trfigerma- 

tenal fur d,e Farbstoffchromatographie ist an sich unkritisch, vorzugsweise wird jedoch ein 
* Tragermaterial auf Polysaccharides, wie r B. Sepharose, vorzugsweise Sepharose 6 fast 
flow verwendet. Die Aquilibrierung der Saule erfolgt mit Puffer. P H 4,5 - 5,5, vorzugsweise 
4,8 - 5,2, vorzugsweise mit Acetatpuffer oder Essigsaure. Vorzugsweise wird bei Temperatu- 
ren von 1-10°C, besonders bevorzugt bei ca. 5°C gearbeitet. 

Die Elution kann durch Erhohung der Salzkonzentration bei saurem oder neutralem pH-Wert 
(vorzugsweise P H 5 - 7) erfolgen. Bei basischem P H-Wert, vorzugsweise pH 8,5 - 9,5, beson- 
ders bevorzugt bei pH 8,8 - 9,2 kann die Elution auch ohne wesentliche Anderung der Salz- 
konzentration erfolgen. 

Wesentlich fur die Qualitfit der Reinigung ist es, daB im zweiten Schritt eine Chromatographie 
an euiem hydrophobisierten Trager durchgefuhrt wird. Geeignete Adsorbermaterialien fur die 
hydrophobe Chromatographie sind beispielsweise in Protein Purification Methods, A practical 
approach, Ed. Harris, E.L.V. and Angal S., IRL Press, Oxford, England (1989), S. 224 und 
Protein Purification, Ed. Janson, J.C., Ryden L, VCH-Verlag, Weinheim, Deutschland (1989) 
S. 207-226 beschrieben. Das Tragermaterial selbst ist unkritisch und kann beispielsweise' 
Sepharose, em Copolymerisat aus Acrylsaure und Methacrylsaure oder Kieselgel sein 
Wesenthch .st, dafi an diesen Trager kovalent hydrophobe Gruppen, vorzugsweise Butylgrup- 
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pen, gebunden sind. Geeignete Trager sind kornmerziell erhSltlich (z. B. Butyl-Toyopeaii von 
Toso Haas, Deutschland oder Butylsepharose von Pharmacia, Deutschland). 

Besonders bevorzugt wird ein butylierter Trager verwendet. Andere alkyHerte oder arylierte 
Trager binden EPO entweder teilweise irreversibel oder fuhren zu einer schlechteren Auftren- 
nung. 

Die Elution in der hydrophoben Chromatographie erfolgt vorzugsweise durch Erniedrigung 
der Salzkonzentration (z. B. mit einem Gradienten von 4 mol/1 bis 0 mol/1 oder durch Zusatz 
von chaotropen Agentien, wie Jodid, Perchlorat oder Rhodanid oder durch Zusatz von Alko- 
holen, wie Glycerin, Ethylenglykol oder Isopropanol. 

Die Durchfuhrung der hydrophoben Chromatographie erfolgt besonders bevorzugt bei neutra- 
lem pH-Wert und in Gegenwart von Salz, vorzugsweise NaCl, ca. 0,75 mol/1. Es ist ebenfalls 
besonders bevorzugt, die hydrophobe Chromatographie, vorzugsweise in Gegenwart eines 
niedermolekularen Alkohols, besonders bevorzugt in Gegenwart von Isopropanol durchzufuh- 
ren. Die Konzentration des Alkohols fan Elutionspuffer ist vorzugsweise etwa doppelt bis 
dreimal so hoch wie im Aquilibrierungspuflfer, im Waschpuffer etwa doppelt so hoch wie im 
AquOibrierungspurrer. Zur Aquilibrierung (Beladung des Chromatographiematerials) werden 
bevorzugt etwa 10 - 15 %, vorzugsweise etwa 10 % Isopropanol, bei der Elution etwa 25 % 
bis 35 %, vorzugsweise etwa 27 % Isopropanol und im Waschpuffer 19 % Isopropanol zuge- 
setzt (Konzentrationsangaben auch fur andere Alkohole geeignet, Angabe in Volumen%, vAr). 

Die hydrophobe Chromatographie kann in einem weiten Temperaturbereich von ca. 10 - 40°C 
durchgefiihrt werden. Vorzugsweise wird jedoch bei kontrollierter Temperatur und 27 ± 2°C 
gearbeitet. Temperaturen unter 10°C sind wenig geeignet 

Als weiterer Reinigungsschritt, im erfindungsgemaBen Vertahren, wird eine Trennung an 
Hydroxyapatit durchgefiihrt. ZweckmaUig besteht das Saulenmaterial aus Hydroxyapatit, wel- 
cher in ein AgarosegerOst eingelagert wird. EPO bindet an diese Matrix und wird vorzugs- 
weise bei niedrigen Phosphatkonzentrationen eluiert. Geeignetes Saulenmaterial ist beispiels- 
weise Hydroxyapatit-Ultrogel (Biosepra, Deutschland) oder HA-Biogel HT (Biorad, 
Deutschland). 
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Die Durchfiihning der Chromatographie erfolgt zweckmaBig bei etwa neutralem pH-Wert 
Der Elutionspuffer enthalt Phosphat, vorzugsweise KaUumphosphat, in einer Konzentration 
von 1 mmoVI bis 100 mmoITl, vorzugsweise ca. 10 mmoW. 

AIs weiterer Schritt zur Reinigung schlieBt sich eine reversed phase Chromatographie an 
emem hydrophobic Trager an. Dies ist vorzugsweise der Trager, der auch fur die hydro- 
phobe Chromatographie verwendet wird. AIs ChromatographiemateriaDen fur die reversed 
phase Chromatographie sind beispielsweise geeignet: Phenylsepharose und Octylsepharose 
OPhannaca, Schweden), Butyl -Toyopearl (Toso Haas, Deutschland) oder Propyl-TSK 
(Merck, Deutschland). In diesem Verfahrensschritt ist es jedoch auch bevorzugt, Trager, die 
^ngere Alkylgruppen (z. B. C 8 oder C l8 ) enthalten, zu verwenden. Die AquiHbrierung der 
Saule erfolgt vorzugsweise im pH-Bereich zwischen 2 und 7, vorzugsweise pH2,5, wobei 
vorzugswe.se wassrige Trifluoressigsaure verwendet wird. Zur Elution wird ein Gradient vom 
A^nerungspuffer zu einer wassrigen Losung eines polaren organischen Losungsmittels 
w.e be.sp.elsweise Acetonitril, verwendet. Nach der Chromatographie wird das Eluat zweck- 
maBig neutralisiert. 

AIs nSchster Schritt des erfindungsgemaBen Reinigungsverfahrens schlieBt sich eine Anionaus- 
s tauschchrornatographie an. AIs Saulenmaterial wird hier vorzugsweise DEAE-Sepharose fast 
flow verwendet. Die Aquilibrierung erfolgt bei pH 6 - 9, vorzugsweise bei P H 7,5. Gegebe- 
nenfdls nach Waschen, vorzugsweise mit einer sauren L6sung (ca. P H 4,5), wird im Neutralen 
oder le,cht Basischen (pH 6 - 9, vorzugsweise urn pH 7,5, unter Erh6hung der Ionenstarke 
vorzugswe.se mit NaCl) eluiert. AIs Puffer werden vorzugsweise Phosphatpuffer verwendet. ' 

Das erfindungsgemafie Verfahren wird durch die folgenden Beispiele naher erlautert: 
Beispiel 

1. Ausgangsmaterial 

EPO wird in CHO-Zellen nach dem batch-Verfahren fermentiert. Der Fermenter wird mit 
emer Vorkultur angeimpft und nach ca. 5 Tagen der Fermenterinhalt geerntet. Nach der Ernte 
werden die CHO-Zellen aus der Fermentationsbruhe durch Abzentrifugieren entfernt Der zell- 
freie Kulturiiberstand wird mit 1 mol/1 Essigsaure auf pH 5,0 - 5, 2 eingestellt und bei 1-9°C 
filtriert 
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Als Kulturmedhim wird ein serumfreies Medium verwendet, welches besteht aus dem Basis- 
medium DME(HG) HANTS F-12 modified (R5) (GRH Biosciences/Hazleton Biologies, 
Denver, USA, BestNr. 57 - 736), Natriumhydrogencarbonat, L-(+) Glutamin, D<+)Glucose, 
rekombinantem Insulin, Natriumselenit, Diaminobutan, Hydrocortison, Eisenll-Sulfet, 
Aspargjn, Asparginsaure, Serin und Polyvinylalkohol. 

2. Blaue-Sepharose-Chromatographie 

2.1 Trennprinzip 

Blaue Sepharose (Pharmacia) besteht aus Sepharosekugelchen, an deren Oberflache der Farb- 
stoff Cibacron®blau kovalent gebunden ist. EPO bindet bei niedriger Ionenstarke und neutra- 
lem bis saurem pH-Werten an diesen Trager. EPO wird durch Erhdhung der Ionenstarke und 
des pH-Wertes eluiert. 

2.2 Durchfuhrung 

Die Chromatographiesaule (Araicon P440 x 500, Amicon, GB) wird mit 60 - 80 1 Blaue 
Sepharose gefifllt und mit 0,5 N NaOH regeneriert. Anschliefiend wird die Slule mh ca. 3 
Saulenvolumina (SV) Acetatpuffer aquilibriert. Der zellfreie, auf pH 5 eingestellt KuturOber- 
stand wird bei einer Temperatur von 10 ± 5 °C und einer HuBrate von 800 - 1400 ml/min auf 
die SSule aufgezogen. Die Saule wird bei gleicher FluBrate und 5 ± 4 *C mit ca. 1 SV Wasch- 
pufiFer 1 nachgewaschen. Dann folgen ca. 2 SV Waschpufier 2. AnschlieBend wird die SSule 
mit ca. 3 SV ElutionspufFer eluiert. Der gesamte Proteinpeak wird gesammelt (ca. 30 - 60 1), 
mit HQ auf pH 6,9 eingestellt und bis zur Weiterverarbeming bei 5 ± 4 °C gelagert. Bei 
diesem Chromatograhieschritt wird die Produktl5sung konzentriert und eine Reinheit von ca. 
40 - 50 % erreicht. 



AquUibrierpuflfer: 20 mM Na-Acetat, 5 mM CaCl2, 0,1 M NaCl, pH 5,0 ± 0,2 

Waschpuflfer 1 : 20 mM Na-Acetat, 5 mM CaCfc, 0,25 M NaCl, pH 5,0 ± 0,2 

Waschpufier 2: 20 mM Tris HC1, 5 mM CaCl2, pH 6,5 ± 0,3 

ElutionspufTer: 100 mM Tris HC1, 5 mM CaCl2, 1 M NaCl, pH 9,0 ± 0,2. 
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3. Butyl-Toyopeari-Chromatographie (hydrophobe Chromatographic) 
3.1 Trennprinzip 

Butyl-Toyopearl (TosoHaas) ist ein Trager, an dessen Oberflache Butyl-Reste kovalent 
gebunden and. EPO bindet an diese Matrix und wird mit einem Isopropanol-haltigen Puffer 
eluiert. 



3.2 Beladungs- und Elutionsbedingungen 

Nach Bindung des Proteins an die Butyl-Matrix in einem Aquihbrieningspuffer der 10 % 
Isopropanol enthielt, wurde das EPO durch einen Gradienten - bestehend aus wassriger 
PufferlSsung und 50 %igem Isopropanol- eluiert. Diese Elution beginnt ab ca. 20 % Isopro- 
panol. 

Es war zu erwarten, daB der Zusatz des Ehitionsmittek Isopropanol im Aquilibrierungspuffer 
die Bindung von "Fremdprotein" minimiert und die Bindung von EPO schwacht (geringere 
Kapazhat). Uberraschenderweise wurde gefonden, daB der Zusatz von Isopropanol im Aquili- 
bnerungspuffer in definierten Konzentrationen (10-15 % ), die Bindung von EPO erhSht und 
dabei auch die Ausbeute verbessert (vergl. Tabdle 1). 

EPO bindet bei +4°C nicht an Butyl-Toyopearl. Bei +25°C werden SOOug EPO/ml Adsorber 
gebunden (durch Isopropanol auf 1.000 ^g/ml gesteigert) und bei +35°C uberraschenderweise 
sogar 1.700 ug EPO/ml Butyl-Toyopearl. 

labeHel: EPO-Ad- und Desorption in AbhSngigkeit vom Isopropanol-Zusate 



% Isopropanol 

im Aquilibrierungspuffer 


0 


10 


15 


17 


19 


% EPO im Waschpuffer 


24 


<1 


<1 


<1 


10 


% EPO im Eluat 


76 


96 


93 


83 


69 



3.3 Durchfuhrung 

Die Chromatographiesaule (Pharmacia BPG 300/500) wird mit 30 - 40 1 Butyl-Toyopearl 
gefflllt und mit 4 M Guanidin-HCl und 0,5 N NaOH regeneriert. AnschUeBend wird die Saule 
mit mindestens 3 SV Aquilibrierpuffer aquilibriert. 
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Das Eluat der Blauen Sepharose-Saule wird auf 10 % Isopropanol eingestellt und bei einer 
Temperatur von 27 ± 2 °C und einer FluBrate von 800 - 1200 ml/min auf die Saule aufgezo- 
gen. Die Saule wird bei gleicher Temperatur und FluBrate mh ca. 1 SV Aquilibrierpuffer und 
dann mit ca. 2 SV Waschpuffer nachgewaschen. Anschliefiend wird sie mit ca. 3 SV 
Elutionspuffer eluiert. Der gesamte Proteinpeak wird gesammelt (ca. 10-18 1), sofort mit 
Verdunnungspuffer urn den Faktor 3 verdunnt und bis zur Weiterverarbeitung bei 15°C gela- 
gert. Bei dieser Chromatographie wird eine Reinheit von ca. 90 % erreicht. 

Aquilibrierpuffer: 20 mM Tris-HCl, 5 mM CaCfe, 0,75 M NaCl, 10 % 

Isopropanol, pH 6,9 ± 0,2 
Wascbpuffer. 20 mM Tris-HCl, 5 mM CaCl 2 , 0,75 M NaCl, 19 % 

Isopropanol, pH 6,9 ± 0,2 
Elutionspuffer: 20 mM Tris-HCl, 5 mM CaCl 2 , 0,75 M NaCl, 27 % 

Isopropanol, pH 6,9 ± 0,2 
Verdunnungspuffer: 20 mM Tris-HCl, 5 mM CaClj, pH 6,9 .± 0,2 

4. Hydroxyapatit Ultrogel-Chromatographie 

4.1 Trennprinzip 

Hydroxyapatit Ultrogel (Biosepra) besteht aus Hydroxyapatit (kristallines Kalziumphosphat), 
das in einem AgarosegerQst eingelagert ist, urn seine mechanischen und hydrodynamischen 
Egenschaften zu verbessera. EPO bindet an diese Matrix und wird bei einer niedrigeren 
Phosphatkonzentration als die meisten Proteinverunreinigungen eluiert. 

4.2 Durchfuhrung 

Die Chromatographiesaule (Amicon P440 x 500 oder Aquivalent) wird mit 30 - 40 1 
Hydroxyapatit Ultrogel gepackt und mit 0,5 N NaOH regeneriert. Anschliefiend wird die 
Saule mit mindestens 4 SV Aquilibrierpuffer aquflibriert. 

Das Eluat der Butyl-Toyopearl Saule wird bei einer Temperatur von ca. 15°C und einer FluB- 
rate von 500 - 1200 ml/min auf die Saule aufgezogen. Die Saule wird bei gleicher Temperatur 
und FluBrate mh ca. 1 SV Aquilibrierpuffer und dann mit ca. 2 SV Waschpuffer nachgewa- 
schen. AnschlieBend wird sie mit ca. 3 SV Elutionspuffer eluiert. Der gesamte Proteinpeak 
wird gesammelt (ca. 10 - 18 1) und bis zur Weiterverarbeitung bei 15°C gelagert Bei dieser 
Chromatographie wird eine Reinheit von besser 95 % erreicht. 
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AquiUbrierpuflfer: 20 mM Tris-HCL 5 mM CaCl 2 , 0,25 M NaCl, 9 % IsopropanoL 
pH6,9±0,2 

Waschpuffer 1 o mM Tris-HCI, 5 mM CaCI 2 , pH 6 8 ± 0 2 

Elutionspuffer: 10 mM Tris-HCI, 10 mM K-Phosphat, 0,5 mM CaCh 

pH 6,8 ±0,2 

5. Reversed Phase HPLC (RP-HPLC) 

5.1 Trennprinzip 

2 ^ 04 USA) bCSteht " ^Igelpartikem, deren 

Oberfl^he C4-Alkylketten tragt. Aufgnmd hydrophober Wechselwirkungen bindet EPO an 

^ "* ^ ACet0nitri,gradienten m verdu "*" Trifluoressigsaure selek- 

5.2 Durchfuhrung 

Die pripaative HPLC wird n* etaer Merck Preptar 100 -Tm^age (Oder ^ea) b«i 

Vydac C4-M.,erial gepackt Vor dem Etasatz »ird die Saule durch mehrftches Aolegeu 
«. Grad-emen von Puffer A nach 100 % La^.td ^ 

Fuller A Squilibnert. 

^Z^^T'^ "* TriflU ° reSSi ^ auf - PH 2,5 angesiuert und 
MUDbwt AnschheBend wird es bei einer Temperatur von 22 ± 4 «C und einer Euflrate von 
250 - 310 rnl/mm auf die Saule aufgezogen. Die Saule wird bei gleicher Temperatur und FluB- 
rate nut emem hnearen Gradient von Puffer A nach Puffer B eluiert. Der Hutionspeak wird in 
Frateonen aufgefangen. Durch Vorlegen von 4 Volumina HPLC-Verdflnnungspuffer wird das 
Eluat sofort neutralisiert. 

Fraktionen, die bei der analytischen HPLC eine Reinheit von mindestens 99 % aufweisen. 
werden vereinigt (Poolvolumen ca . 4 - 6 1). Bei dieser Chromatographie werden Spurenverun- 
reimgungen abgetrennt und eine Reinheit von besser 99 % erreicht. 

Pufllfer A: 0. 1 % Trifluoressigsaure in Wasser 

Puflfer B: 80 % Acetonitril, 0,1 % Trifluoressigsaure in Wasser 

HPLC-Verdunnungspuffer: 10 mM Na/K-Phosphat, pH 7,5 ± 0,2 
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6. DEAE-Sepharose IT Chromatographic 
6.1 Trennprinzip 

DEAE Sepharose fast flow (Pharmacia) besteht aus DEAE-Gruppen, die kovalent an die 
Oberflache von Sepharosekiigelchen gebunden sind. Aufgrund ionischer Wechselwirkungen 
bindet EPO an diese Matrix und wird durch ErhShung der Ionenstarke eluiert. 



6.2 Durchfuhrung 

Die Chromatographiesaule (Amicon P90 x 250 oder Aquivalent) wird mit 100 - 200 ml Gel 
pro g EPO im Auftrag gefiiUt und mit 0,5 N NaOH regeneriert. AnscWieDend wird die Saule 
zunachst mit 100 mM Na/K-Phosphatpuffer, pH 7,5 und dann mit mindestens 12 SV Aquffi- 
brierpuffer aquilibriert. 

Das Eluat der HPLC-Saule wird bei einer Temperatur von 5 ± 4 °C und einer FluBrate von ca. 
150 ml/min auf die Saule aufgezogen. Die Saule wird bei gleicher Temperatur und FluBrate 
mit mindestens 5 SV Aquilibrierpuffer und dann mit ca. 10 SV Waschpuffer gewaschen. An- 
scblieBend wird sie erneut mh ca. 10 SV Aquilibrierpuffer gewaschen und dann mit ca. 7 SV 
Hutionspuffer eluiert. Der gesamte Proteinpeak wird gesammelt (ca. 2 - 5 1), sterilfiltriert und 
abgefuDt. 

Bei dieser Chromatographie wird das L6sungsraittel aus dem HPLC-Schritt abgetrennt und 
Spurenverunreinigungen entfernt. Die Reinheit ist besser 99 %. 

Aquflibrierpuffer: 10 mM Na/K-Phosphat, pH 7,5 ± 0,2 

Waschpuffer: 30 mM Na-Acetat, pH 4,5 ± 0, 1 

Hutionspuffer: 10 mM Na/K-Phosphat, 80 mM NaCl pH 7,5 ± 0,2 
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Patentanspriiche 

1. Therapeutisch wirksames Praparat eines Proteins mit Eiythropoietinaktivitat, erhaltlich 
nach Kultivierung einer Wirtszelle, welche Erythropoietin produziert, gekennzeichnet 
durch 

a) einen Gehalt von Proteinen, die aus der Wirtszelle stammen, von £ 100 ppm 

b) einen Gehalt von DNA aus der Wirtszelle von £ 10 pg/83 \xg Erythropoietin 
und dadurch, daB 

c) das Praparat vollstandig firei von naturlichen Saugerproteinen ist, die nicht aus der 
Wirtszelle stammen. 

2. Verfahren zur Herstellung eines Proteinpraparats mit Erythropoietinaktivitat, welches 
gekennzeichnet ist durch 

a) einen Gehalt von Proteinen, die aus der Wirtszelle stammen, von £ 100 ppm 

b) einen Gehalt von DNA aus der Wirtszelle von £ 10 pg/83 ^g Erythropoietin 
und dadurch, daB 

c) das Praparat vollstandig frei von nattirlichen Saugerproteinen ist, die nicht aus der 
Wirtszelle stammen, 

durch Expression einer ftr das Protein codierenden DNA in einer eukaryontischen 
Wirtszelle, Kultivierung der Wirtszelle in einem Medium, frei von naturlichen Sauger- 
proteinen, chromatographische Reinigung des Proteins aus dem ZellQberstand durch 
FarbstoffafBnitatschromatographie, Chromatographic an Hydroxyapatit, reversed phase 
Chromatographie und Aniontauschchromatographie, dadurch gekennzeichnet, daB nach 
der Farbstoffaffinitatschromatographie eine hydrophobe Chromatographie erfolgt. 



3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB die hydrophobe Chromato- 
graphie an einem butylierten Trager erfolgt. 
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4. Verfehren nach den Anspriichen 2 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB die reversed 
phase Chromatographic an einem butylierten Trfiger bei neutralem pH-Wert erfolgt. 



5. 



6. 



Verfahren nach den Anspriichen 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daC die Beladung 
und/oder Elution der hydrophoben Chromatographie in Gegenwart eines Alkohols 
erfolgt. 

Verfehren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB zur Elution Isopropanol in 
einer Menge von 25 - 35 % (v/v) verwendet wird. 



7. Verfehren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB zur Beladung Isopropanol in 
emer Menge von 10 - 15 % (v/v) verwendet wird. 
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